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1. " Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts a/s "ursprunglich eingereiciit" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthaften,): 

Beschreibung, Seiten: 

1-28 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-18 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten; 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehatt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bennerkungen: 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

Folgende Telle der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als 

neu. auf erf inderischer Tatigkeit beruhend (nicht otfensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

CU die gesamte Internationale Anmeldung. 
H Anspruche Nr. 16. 



Begrundung: 
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S Die gesamte intemationaie Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 16 beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine intemationaie voriaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 

siehe Beiblatt 



□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen {machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daf3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestQt2rt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein Intemationaler Recherchenbericht erstellt. 



IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

H weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestelit, daB das Ertordemis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist. und hat 

gemaB Regei 68.1 beschlossen. den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordem. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordemis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regein 13.1 , 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

B aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine intemationaie voriaufige Prufung fur folgende Telle der 
intemationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

□ alle Teile. 

El die Teile, die sich auf die Anspniiche Nr. 1-9,14-16,18 beziehen. 



Formblatt PCT/IPEA/4(^ (Felcief I- VIII. Blatt2) (Januar 1994) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER * 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/051 45 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja- Anspruche 1-9.14-16,18 

Nein: Anspnjche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-9,14-16,18 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 18 

Nein: Anspruche 1-9,14-16 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt III 

Der Anspruch 16 bezieht sich auf einen Gegenstand, der nach Auffassung dieser 
Behorde unter die Regel 67.1 (iv) PCT fallt. Daher wind uber die gewerbliche 
Anwendbarkeit des Gegenstands dieses Anspruchs kein Gutachten erstellt (Artikel 
34(4) a) (i) PCT). 

Zu Punkt IV 

Die vorliegende internationale Anmeldung enthaltmehrere (Gruppen von) 
Jl Erfindungen: 

1 . Anspruche: 1 -9, 1 4-1 6, 1 8 

Verwendung von Verbindungen der Formel I zur Herstellung eines Mittels fur die 
Diagnostik, Therapie und Prevention von Urokinase-oder Urokinaserezeptor- 
assoziierten Krankheiten 

2. Anspruche: 10-13,18 

Verwendung von Verbindungen der Formel II ur Herstellung eines Mittels fur das 
Targeting von Lymphzellen. 

A) Formel II ist viel breiter als Formel I und eigentlich nur als Phenylrest 
definiert. 

Die Verbindungen des Formel II weisen die wesentliche strukturellen Merkmale 
des Formel I nicht auf. 

B) AuBerdem sind die beanspruchten Verwendungen nicht durch ein 
gemeinsames Konzepts verbunden (Targeting von Lymphzellen hat nichts mit 
Urokinase-assoziierten Krankheiten zu tun). 

Beide oben genannten Grunde sind auch jede fur sich genommen genugend um 
die Einheitlichkeit zu verneinen (Regel 13(1) PCT). 
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Zu Punkt V 

1 . Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 WO 96 05189 A 
D2 WO 92 08709 A 
D3 WO 94 18185 A 
D4 EPO 183 271 A 
D5 DE 30 35 086 A 
D6 WO 95 17885 A 

2. Die Verbindungen die in der vorliegende Anmeldung verwendet werden 
sind aus D1 bis D3 als Thrombin und/oder Trypsin Inhibitoren bekannt. 

Aus D4 und D5 geht hervor, daB Inhibitoren von Thrombin und/oder 
Trypsin sehr oft auch Urikinasinhibitoren sind. 

Es muss also als naheliegend betrachtet werden. da3 die in der 
vorliegenden Anmeldung verwendeten Verbindungen auch Urokinase 
inhibieren. 

Aus D6 ist bekannt da(3 Tumoren und vor alien die Bildung von Metastasen 
mit Hilfe von Urokinasinhibitoren verhindert werden konnen. 

Der Gegenstand der vorliegende Anmeldung fehit daher die notwendige 
erfinderische Tatigkeit (Art 33 (3) PCT). 

3. Die beanspruchte Verbindung (Anspruch 18) ist im Vergleich mit dem 
Stand der Technik neu. Sehr ahnliche Verbindungen sind aber aus D1 
bekannt, mit dem gleichen Aktivitat. Die Verbindung kann daher nicht als 
erfinderisch angesehen werden (Art 33 (3) PCT). 

4. Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden 
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Anspruche 1-9 und 14-16 gewerblich anwendbar sind. gibt es in den PCT- 
Vertragsstaaten keine einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann 
auch von der Formulierung der Anspruche abhangen. Das EPA 
beispieisweise erkennt den Gegenstand von Anspruchen, die auf die 
medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, nicht als 
gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zugelassen 
werden, die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen medizinischen 
Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung zur 
Herstellung eines Arzneimittels fiir eine neue medizinische Anwendung 
gerichtet sind. 
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(54) Tide: NOVEL UROKINASE INHIBITORS 

(54) Bezeichnung: NEUE UROKINASE-INHIBITOREN 

(57) Abstract 

The invention relates to the use of derivatives of 3-amidino-phenyl-alaninc as urokinase inhibitors for treating malignant tumors and 
the formation of metastases thereof. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft die Vcrwendung von Derivaten des 3-Amidino-phenylalanins als Urokinase-Inhibitoren zur Behandlung von 
maligncn Tumoren und der Metastasierung. 
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Neue Urokinase-lnhibitoren 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Derivaten des 3-Amidino- 
phenylalanins als Urokinase-lnhibitoren insbesondere zur Behandlung von 
malignen Tumoren und der Metastasierung bzw. als Mittel zunn Targeting 
von Lymphzellen und zur Behandlung von Erkrankungen des 
Lymphgewebes, insbesondere von Lynnphomen. 

Die Fahigkeit solider Tumoren zur Ausbreitung und Metastasierung in 
umgebendes Gewebe korreliert mit dem Abbau bzw. Umbau der extra- 
zellularen Matrix (Tunnorstroma) in der Umgebung der Tumorzelle, bzw. mit 
deren Fahigkeit zur Durchdringung der Basalmembran. Obwohl die 
{patho)biochennischen Zusammenhange noch nicht endgultig aufgeklart 
sind, kommen dem Plasminogenaktivator Urokinase (uPA) und dem Uro- 
kinaserezeptor (uPAR) eine zentrale Bedeutung zu. uPA vermittelt die 
proteolytische Spaltung von Plasminogen zu Plasmin. Plasmin wiederum ist 
eine Protease mit breitem Wirkspektrum, die Komponenten der extrazellu- 
laren Matrix wie Fibrin, Fibronektin, Laminin und das Proteingerust der 
Proteoglykane direkt abzubauen vermag. AuBerdem kann Plamin "latente" 
Metalloproteasen und das inaktive Proenzym von uPA, pro-uPA, aktivieren. 

Tumorzellen und nichtmaligne Zellen des Tumorstromas synthetisieren und 
sezernieren das enzymatisch inaktive Proenzym pro-uPA. Proteasen wie z.B. 
Plasmin oder die Kathepsine B und L spalten pro-uPA durch limitierte Proteo- 
lyse zur aktiven Serinprotease HMW-uPA (HMW = high molecular weight). 
pro-uPA und die aktive Protease HMW-uPA binden an den Zelloberflachenre- 
zeptor uPAR (CD87). Plasmin{ogen) bindet ebenfalls an spezifische Rezep- 
toren auf der Plasmamembrah der Tumorzelle, wodurch eine Fokussierung 
und Amplif ikation der Plasminogenaktivierung in der direkten Umgebung der 
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Tumorzelle erreicht wird. Invasiven Zellen ist somit die Moglichkeit gegeben, 
die extrazellulare Matrix abzubauen, ohne sich der fCir eine gerichtete 
Bewegung notwendigen Unterlagen durch Proteolyse zu entziehen. 

5 In verschiedenen zellbiologischen Studien konnte gezeigt werden, daS dem 
zeliassoziierten Plasminogenaktivator-System innerhalb der kaskaden- 
artigen Reaktionswege tumorassoziierter Proteolysesyteme ein besonderer 
Stellenwert zukommt (Wilhelm et al. ( 1 994) The Urokinase/Urokinase recep- 
tor system: A new target for cancer therapy? In: Schmitt M., Graeff H., 

10 Kindermann G. (Hrsg): Prospects in Diagnosis and Treatment of Cancer. 
International Congress Series, Excerpta Medica 1050, Amsterdam, Elsevier 
1994, ppl45-156). An Kulturen humaner Kolonkarzinomzellen wurde 
beobachtet, daS deren Fahigkeit, eine extrazellulare Matrix zu durch- 
wandern, vom Sattigungsgrad der uPA-Rezeptoren mit aktivem uPA 

15 abhangig ist (Hollas et at.. Cancer Res. 51 (1991), 3690-3695). Ebenfalls 
im Zellkulturmodell wurde eine Reduktion des invasiven Potentials von 
Zellen beobachtet, wenn die proteolytische Aktivitat von uPA durch PAl-1 
(Cajot et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1 990), 6939-6943) oder PAI-2 
(Baker et al.. Cancer Res. 50 (1990), 4676-4684) gehemmt wurde. Ein 

20 vergleichbarer Effekt wurde bei Hemmung der Bindung von uPA an die 
Zelloberflache durch Blockierung des Rezeptors mittels proteolytisch 
inaktiver uPA-Varianten erzielt (Cohen et at.. Blood 78 (1991), 479-487; 
Kobayashi et al., Br. J. Cancer 67 (1 993), 537-544). Auch die Transfektion 
epidermoider Karzinomzellen mit einem Plasmid, das ein Antisense- 

25 Transkript gegen einen Teil von uPAR exprimiert, fuhrte durch Unter- 
druckung der uPAR-Synthese zur Verringeruhg der Invasivitat dreser Zellen 
(Kook, EMBO J. 13 (1994), 3983-3991). Gegen uPA und PAI-1 gerichtete 
Antikorper reduzierten das invasive Potential von Lungenkrebszellen in vitro 
(Liu et al.. Int. J. Cancer 60 (1995), 501-506). 

30 

Der Einflufi des Plasminogenaktivator-Systems auf den Metastasierungs- 
prozefS konnte auch in Tumor-Tiermodellen belegt werden. So wurden die 
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durch menschliche Karzinomzellen verursachte Bildung von Lungenmetasta- 
sen in Huhnerennbryos durch Zugabe von Antikorpern gegen uPA fast 
vollstandig verhindert (Ossowski und Reich, Cell 35 (1983), 611-619). 
Metastasierende menschliche Karzinomzellen wurden mit einem Ex- 
pressionsplasmid transfiziert, das fur eine proteolytisch inaktive, aber uPAR- 
bindende uPA-Mutante kodierte. Im Mausmodell zeigte sich, daft die Karzi- 
nomzellen, die inaktives uPA synthetisierten, nach Injektion im Vergleich zu 
den nichttransfizierten Zellen eine signifikant geringere Anzahl an Metasta- 
sen bildeten (Crowley et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993), 5021- 
5025). Nach Verabreichung von uPA-Antisense Oligonukleotiden wurde 
daruber hinaus eine Inhibierung der intraperitonealen Ausbreitung von huma- 
nen Ovarialkarzinomzellen in Nacktmausen beobachtet (Wilhelm et al., Clin. 
Exp. Metast, 13 (1995), 296-302). 

In den letzten Jahren wurde die klinische Relevanz von Faktoren des Plas- 
minogenaktivator-Systems (uPA, uPAR, PAM und PAI-2) fur die Prognose 
von Patienten mIt soliden malignen Tumoren intensiv untersucht. Dabei 
erwies sich der uPA-Antigengehalt bei verschiedenen Tumoren (z.B. Brust, 
Eierstock, Magen, Lunge, Niere etc.) sowohl fCir das rezidivfreie Uberleben 
als auch fiir das Versterben ais ein starker Prognosefaktor (siehe beispiels- 
weise Schmitt et al.,-J. Obstet. Gynaecol. 21 (1995), 151-165; Jaenicke 
et al.. Breast Cancer Res. Treat. 24 (1 993), 1 95-208; Kuhn et al., Gynecol. 
Oncol. 55 (1994), 401-409; Nekarda et al.. Lancet 343 (1994), 117; Pe- 
dersen et aL, Cancer Res. 54 (1994), 4671-4675), Ebenso korrelieren er- 
hohte Konzentrationen an uPAR in Lungen- (Pedersen et al., supra) und 
Brustkrebsgewebe (Duggan et aL, Int. J. Cancer 61 (1995), 597-600; 
Ronne et al., Breast Cancer Res. Treat. 33 (1995), 199-207) sowie bei 
Magenkrebs sowohl im Tumorgewebe selbst (Heiss et aL, J. Clin. Oncol. 1 3 
(1995), 2084-2093) als auch bei den ins Knochenmark ausgestreuten 
Tumorzellen (Heiss et aL, Nature Medicine 1 (1995), 1035-1039) mit einer 
schlechten Prognose. 
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Der Einsatz von sythetischen uPA-lnhibito.ren bietet die Moglichkeit, die 
Invasion und Ausbreitung von Tunnorzellen zu unterdrQcken. Allerdings ist 
die Entwicklung spezifischer uPA-Inhibitoren mit Schwierigkeiten behaftet, 
da der Plasminogenaktivator von Gewebetyp (tPA) eine identische Spezifitat 
fur die Spaltung der Peptidbindung Arg560/Val561 von Plasminogen auf- 
weist. In den meisten Fallen hennnnen daher niedermolekulare uPA-lnhibito- 
ren auch tPA und dannit auch tPA-vermittelte Fibrinolyse. AuRerdem muB 
gewahrleistet sein, daS synthetische uPA Inhibitoren keine starke Hemmung 
von Plasnnin zeigen. 

Trotz dieser Einschrankungen sind einige Hemnnstoffe bekannt, die eine 
gewisse Spezifitat gegenuber uPA, jedoch geringe inhibitorische Kapazitat 
besitzen, wie etwa Benzamidin- und B-Naphthamidin-Derivate, wobei die 
wirksannste Verbindung uPA mit Ki = 2,2 >umol/l hemmt (Sturzebecher und 
Markwardt, Pharmazie 33 (1978), 599), oder Amilorid mit einem Ki = 7 
/ymol/l (Vassalli und Belin, FEBS. Lett. 214 (1987), 187-191). 

DE-A-30 35 086 offenbart Cyclohexancarbonsaurederivate, die inhibito- 
rische Wirkungen auf Proteasen wie Trypsin, Chymotrypsin, Thrombin oder 
uPA haben. Die untersuchten Verbindungen zeigen jedoch nur eine recht 
geringe und daruber hinaus unspezifische uPA-lnhibierung . EP-A-0 1 83 27 1 
offenbart Lysinderivate und deren Verwendung als Proteaseinhibitoren. Es 
wird auch ein Benzamidino-Lysinderivat (Verbindung 108) beschrieben, das 
in vitro eine uPA-Hemmung, jedoch auch eine vergleichbare Wirkung auf 
andere Proteasen wie Trypsin oder Plasma-Kallikrein aufweist. 
WO 95/1 7885 offenbart niedermolekulare Polypeptide als uPA-lnhibitoren. 

Eine weitere Klasse von bekannten uPA-lnhibitoren stellen 4-substituierte 
Benzothiophen-2-carboxamidine mit einem Ki = 0,16 mmol/l im Falle von 
Benzothiophen-623 dar (Towie et al.. Cancer Res. 53 (1 993), 2553-2559). 
Diese Hemmstoffe haben eine signifikant hohere Affinitat fur uPA im 
Vergleich zu tPA und Plasmin, Auch uPAR-gebundenes uPA wird mit hoher 
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Eff izienz gehemmt. Ein Nachteil dieser Substanzen liegt allerdings darin, dafS 
die chemische Synthese kompliziert ist und kaum Moglichkeiten fur die Mo- 
difizierung der Struktur vorhanden sind, bzw. bisher gezeigt werden konnte. 

Die Entwicklung weiterer Hemmstoffe von uPA ist daher fur die weitere 
Aufklarung der Rolle von uPA und uPAR bei verschiedenen Krankheiten, 
speziell bei der Tumorausbreitung und Metastasierung, von groftem Nutzen. 

Na-Arylsulfonyl- und Na-Arylsulfonyl-amino-acyl-Derivate des 3-Amidinophe- 
nylalanins sind als selektive Hemmstoffe von Thrombin (Markwardt et al., 
Thromb. Res. 1 7 {1 980), 425-431 ) bzw. von Gerinnungsfaktor Xa {Sturze- 
becher et al., Thromb. Res. 54 (1989), 245-252) bekannt. Auch in 
WO 92/08709, WO 94/18185 und WO 96/05189 wird die Verwendung 
von Amidinophenylalaninderivaten als Hemmstoffe fur die Blutgerinnung, 
insbesondere als Hemmstoffe fur Thrombin, offenbart. 

Intensiv wurden Piperidide und Piperazide des 3-Amidinophenylalanins 
untersucht, unter denen auch Leitstrukturen zur Hemmung fibrinolytischer 
Enzyme gefunden wurden (Stiirzebecher et al., J. Enzyme Inhibition 9,87- 
99, 1995; Sturzebecher et aL, J. Med. Chem. 40, 3091-3099, 1997). 
Wahrend bei SturzebBcher et al. (1995) nur eine Hemmung von Thrombin, 
Faktor Xa, Plasmin und Trypsin beschrieben ist, finden sich bei Sturzebe- 
cher et al. (1997) auch Angaben zur Hemmung von uPA. Bei NGr-2- 
Naphthylsulfonyl-,Na-2-(2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-yl)sulfonyl-und 
Na-2-Campher-1 0-yl-suifonyl-substituierten 3-Amidinophenylalaninpipe- 
raziden wird fur uPA ein K-Wert von 28 bis 140 //mol/I gefunden, der um 
drei GroBenordnungen hoher als die Inhibitionskonstante fur Thrombin ist. 
Somit konnte nicht davon ausgegangen werden, dafl 3-Amidinophenylala- 
ninderivate als Urokinaseinhibitoren geeignet sind. 

Uberraschenderweise wurde jedoch gefunden, dalS an Position 2 mit einem 
Phenylrest substituierte 3-Amidinophenylalaninderivate selektive und in vivo 
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wirksame Hemmstoffe von uPA darstellen. Weiterhin wurde gefunden, daB 
diese Substanzen eine hohe Selektivitat fiir Lymphgewebe aufweisen und 
sich daher als Mittel zum Targeting von Lymphzellen, beispielsweise zur 
Behandlung von malignen Erkrankungen des Lymphgewebes wie etwa 
Lymphomen eignen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft von 3-Annidinphenylalanin abgeleitete neue 
Urokinase-lnhibitoren der allgemeinen Formel 1, 
NH 




CH2 - CH - CO - r"" 
NH 

(io - CH - NH)j^ - SO2 - 
r3 



die als Racemate sowie als L- bzw. D-konfigurierte Verbindungen vorliegen 
und in denen 

R1 (a) OH Oder OR"* ist, wobei R"* ein gegebenenfalls z.B. mit Hydrox- 
yl, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und Halogen 
substiturertes, verzweigtes oder unverzweigtes C^-Cg-Alkyl, C3- 
Cg-Cycloalkyl oder AralkyI, z.B. Benzyl oder Phenylethyl ist, 

R^ 

/ 

(b) eine Gruppe der Formel -N darstellt, in weicher R^ und 

R® beliebige mit der Gesamtstruktur kompatible Reste sind, 
wobei insbesondere 

(i) R^ und R^ H sind, 

(ii) R^ H ist und R® ein gegebenenfalls z.B. mit Hydroxyl, 
Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und Halogen 
substituiertes verzweigtes oder unverzweigtes Ci-Cg- 



m 
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AlkyI, AralkyI, z.B. Benzyl oder Phenylethyl, oder Cs-Cg 
CycloalkyI ist, 

(iii) und jeweils unabhangig ein gegebenenfalls z.B. 
mit Hydroxyl oder/und Halogen substituiertes, unver- 

5 zweigtes oder verzweigtes C^-C^ AlkyI sind oder 

(iv) R^ H ist und R^ -NHj oder eine insbesondere mit Aryl 
Oder Heteroaryl substituierte Aminogruppe ist, 

(v) R^ H oder ein gegebenenfalls z.B. mit Hydroxyl oder/und 
Halogen substituiertes, unverzweigtes oder verzweigtes 

10 C1-C4 AlkyI ist und R® der Rest einer Aminosaure, z.B. 

einer o-, B- oder oy-Aminocarbon- oder Aminosulfon- 
saure, oder der Rest eines Peptids z.B. mit einer Lange 
bis zu 50 Aminosauren oder eines Polypeptids z.B. mit 
einer Lange von mehr als 50 Aminosauren bis 1000 

15 Aminosauren ist, 

(c) eine Gruppe der Forme! 



COR" 
I 

CH - (CHjm 

20 - N 



■ CH2 - CH2 



darstellt, in welcher m die Zahl 1 oder 2 bezeichnet, und in 
welcher eine oder mehrere der Methylengruppen gegebenen- 
25 falls z.B. mit einem Hydroxyl-, Carboxyl-, Ci-C4-Alkyl- oder 

Aralkylrest, z.B. Benzyl oder Phenylethyl, substituiert sind, 
wobei die Gruppe (c) racemisch oder D- bzw. L-konfiguriert ist, 
und R^ die Bedeutung von R^ in den Ziffern (a), (b) und (f) 
aufweist. 



30 



PCT/EP99/05145 



- 8 - 

eine Gruppe der Formel 

(CH2)p - CH - COR' 

•< I 

(CH^)^ - CH2 

darstellt, in welcher p = r = 1 , p = 1 und r = 2 Oder p = 2 
und r = 1 sind und in welcher eine oder m^hrere der Methy- 
iengruppen gegebenenfalls z.B. mit einem Hydroxyl-, 
Carboxyl-, C,-C4-Alkyl- oder Aralkylrest, z.B. Benzyl oder 
Phenylethyl, substitutiert sind, und die Bedeutung von in 
Ziffer (a), (b) und (f) aufweist, 

eine Piperidylgruppe darstellt, die gegebenenfalls in einer der 
Stellungen 2, 3 und 4 z.B. mit einem Ci-C4-AlkyN , C1-C3- 
Alkoxy- Oder Hydroxylrest substituiert ist, 
wobei gegebenenfalls an die heterocycloaliphatischen Ringe 
der Formeln (c), (d), (e) ein weiterer aromatischer oder 
cycloaliphatischer Ring, vorzugsweise Phenyl oder Cyclohexyl, 
in 2,3 Oder 3,4 Stellung, bezogen auf das Heteroatom, ankon- 
densiert ist. 



eine Gruppe der Formel 



- N N - R^ 

darstellt, in welcher R® 

(i) einen gegebenenfalls z.B. mitC,-C6-Alkyl, C^-Ca-Alkoxy, 
Hydroxyl, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo 
oder/und Halogen substituierten Ci-Cg-Alkyl- oder 
Arylrest, wie z.B. Phenyl, p-Halogenphenyl, Naphthyl, 

(ii) einen gesattigten oder ungesattigten, verzweigten oder 
unverzweigten Ci-Cg-Alkoxyrest oder 
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10 

) 



15 



20 



25 



(iii) einen gegebenenfalls z.B. mit Ci-Cg-Alkyl, Ci-Ca-Alkoxy, 
Hydroxy!, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo 
oder/und Halogen substituierten Phenoxy- bzw. Benzy- 
loxycarbonylrest bedeutet, 

(g) einen Acylrest der Fornnel -COX darstelit, wobei X 

(i) H, einen gegebenenfalls z.B. mit Hydroxyl, Carboxyl, 
SulfonyL Nitro, Cyano, Oxo oder/und Halogen sub- 
stituierten, unverzweigten oder verzweigten Alkylrest, 
vorzugsweise einen C^-Cg-Alkylrest, insbesondere 
Methyl, 

(ii) einen gegebenenfalls z.B. mit Ci-Cg-AlkyI, C,-C3-Alkoxy, 
Hydroxyl, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo 
oder/und Halogen substituierten Aryl- oder Heteroa- 
rylrest, wie z.B. Phenyl, p-Halogenphenyl, Thienyl oder 

(iii) einen gegebenenfalls z.B. mit Hydroxyl, Carboxyl, Sulfo- 
nyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und Halogen substituierten 
Cycloalkylrest, vorzugsweise einen Ca-C^Q-Cycloalkylrest 
bedeutet, 

(h) einen Aralkylrest, z.B. Benzyl oder Phenylethyl, darstelit, in 
dem der aromatische Rest gegebenenfalls z.B. mit einem 
Halogenatom, einer Ci-Ce-AlkyI-, C^-Ca-Alkoxy-, Hydroxy- , 
Cyano-, Carboxyl.- Sulfonyl- oder Nitrogruppe substituiert ist, 

(i) einen Carbonsaureamidrest der Formel -CONR'R", einen 
Thiocarbonsaureamidrest -CSNR'R" oder einen Essigsaure- 
amidrest -CHj-CONR'R" darstelit, wobei 

(i) R' und R" H sind, 

(ii) R' und R" jeweils unabhangig C^-C^-Alkyl sind, 

(iii) R' H ist und R" C,-C4-Alkyl ist, 

(iv) R' H ist und R" Aryl, z.B. Phenyl, ist oder 
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(v) R' und R" mit dem Stickstoffatom einen heterocycloali- 
phatischen Ring mit 5-7 Ringgliedern, der ein weitere 
Heteroatom z.B. N, O oder/und S tragen kann, bilden, 

einen S02-Y-Rest darstellt, in dem Y 

(i) ein gegebenenfalls z.B. mit Hydroxyl, Carboxyl, Sulfo- 
nyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und Halogen substitutiertes 
Ci-Cg-AlkyI, vorzugsweise Methyl, Trifluormethyl, 
Trichlormethyi, 

(ii) ein gegebenenfalls z.B. mit C^-Ce-Alkyl, Ci-C3-Alkoxy, 
Hydroxy!, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo 
oder/und Halogen substituiertes Aryl oder Heteroaryl, 
wie z.B. Phenyl, 4-Methyl-phenyl, 2,4,6-Trimethyl- 
phenyl, 2,4,6-Triisopropyl-phenyl, 4-Methoxy-2,3,6- 
Trimethyl-phenyl, 2,2-Dimethyl-6-methoxy- chromanyl, 
2,2,5,7,8-Pentamethyl-chromanyl, Anthrachinonyl, 
Naphthyl oder Chinolyl, bzw. O-Aryl, vorzugsweise O- 
Phenyl, oder O-Heteroaryl oder 

(iii) -NR'R" ist, wobel R' und R" jeweils unabhangig H oder 
C^-C3-Alkyl bedeuten, 

einen cycloaliphatischen Ring mit 5 bis 8 C-Atomen darstellt, 
der ggf. z.B. mit einer C^-Ce-Alkyl-, C,-C3-Alkoxy-, Halogen-, 
Hydroxy]- oder/und Oxogruppe substituiert ist, 

einen gegebenenfalls z.B. mit Ci-Cg-Alkyl, C,-C3-Alkoxy, Hy- 
droxy!, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und 
Halogen substituierten Heteroarylrest, wie z.B. Pyridyl oder 
Pyrimidyl, oder heterocycloaliphatischen Rest, beispielsweise 
N-Methylpiperidyl darstellt, 
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(m) einen f unktionalisierten Alkylrest der Forme! -(CH2)n-X darstellt, 
wobei die Alkylkette unverzweigt Oder verzweigt ist, n = 1 bis 
8 bedeutet und der funktionelle Rest X 

(i) eine Hydroxylgruppe darstellt, deren H-Atom gegebe- 
nenfalls durch eine C,-C4-Alkyl-, Aralkyl-, z.B. Benzyl 
Oder Phenylethyl, Aryl-, z.B. Phenyl, Ci-C4-Hydroxyal- 
kyl- Oder Acylgruppe CO-AlkyI, (Ci-Cg), substituiert ist, 

(ii) ein Halogenatom bedeutet, 

(Hi) eine tertiare Aminogruppe der Formel -N{Alk)2 darstellt, 
wobei die Alkylgruppen 1 bis 3 C-Atome sowie vorzugs- 
weise die gleiche Bedeutung besitzen und das Stick- 
stoffatom gegebenenfalls einem heterocycloaliphati- 
schen Ring mit 5-7 Ringgliedern, der ein weiteres 
Heteroatom, z.B. N, O oder/und S tragen kann, ange- 
hort, 

R^ einen gegebenenfalls z.B, mit C^-Cg-Alkyl, C^-Cj-Alkoxy, Hydroxyl, 
Carboxyl, Sulfonyl, Nitre, Cyano, Oxo oder/und Halogen substituier- 
ten Phenylrest, wie beispielsweise Phenyl, 4-Methyl-phenyl, 2,4,6- 
Trimethyl-phenyl, 2,4,6-Triisopropyl-phenyl, 4-Methoxy-2,3,6- 
trimethyl-phenyl darstellt, 

R^ H Oder verzweigtes bzw. unverzweigtes C^-C4-Alkyl ist und n 0 oder 
1 bedeutet. 



Die Verfaindungen konnen auch als Saize vorzugsweise als physiologisch 
vertragliche Sauresalze, z.B. als SaIze von Mineralsauren, besonders 
bevorzugt als Hydrochloride, oder als SaIze von geeigneten organischen 
Sauren vorliegen. 

Von den in den allgemeinen Anspruchen definierten Verfaindungen sind 
solche, bei denen R^ einer Gruppe der Formein (b), (d) und (f) entspricht, R^ 



wo 00/04954 



PCT/EP99/05145 



- 12 - 

einen einfach, zweifach oder dreifach alkylsubstituierten Phenylrest, 
insbesondere einen 2,4,6-substituierten Phenylrest, z.B, einen 2,4,6- 
Triisopropylphenyl-Rest darstellt und n = 0 ist, von besonderer Bedeutung. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel I konnen in prinzipiell bekannter 
Weise, wie z.B. in WO 92/08709 und WO 94/18185 beschrieben, herge- 
stellt und auf ihre biologische in vitro Aktivitat gesetzt werden. 

(L)-, (D)- Oder {D,L}-3-Cyanphenylalanin-methylester-hydrochlorid wird mit 
einem entsprechenden Sulfochlorid oder einer sulfonylierten Aminosaure 
bzw. deren Halogenid in Gegenwart einer Base zu einer Verbindung der 
allgemeinen Fornnel I nnit Cyanfunktion, in der = OCH3 ist und sowie 
R^ und n den in den allgemeinen Anspruchen definierten Bedeutungen 
entspricht, umgesetzt. Durch milde saure oder alkalische Hydrolyse sind 
daraus die Verbindungen der allgemeinen Formel I mit Carbonsaurestruktur 
(R^ = -OH) erhaftlich, deren Veresterung mit einenn entsprechenden Alkohol 
unter saurekatalytischen Bedingungen zu Verbindungen der allgemeinen 
Formel I fiihrt, wobei = (a) bedeutet. Nach einem in der Peptidchemie 
ubiichen Verfahren, z.B. DCC-Verfahren in Gegenwart von HOBt, sind durch 
Umsetzung der Carbonsauren der allgemeinen Formel I (R' = -OH) mit 
einem Nukleophil der Strukturen (b), (e) und (f) die Verbindungen mit 
entsprechendem R^ der allgemeinen Formel I vorstellbar. Fur die Synthese 
von Verbindungen mit R^ = (c) und (d) werden zunachst die Carbonsauren 
der allgemeinen Formel I mit R^ = OH mit cycloaliphatischen Aminosauree- 
stern der Strukturen (c) und (d), wobei R^ vorzugsweise -OCH3 bzw. -OC2H5 
bedeutet, umgesetzt, die erhaltenen Carbonsaurester unter milden sauren 
Oder alkalischen Bedingungen zu den entsprechenden Carbonsauren 
hydrolysiert, die nachfolgend in bereits beschriebener Weise verestert oder 
mit Nukleophilen der Struktur (b), (e) und (f) umgesetzt werden konnen, 
wobei Verbindungen der allgemeinen Formel I mit R^ = (c) sowie (d) und R^ 
= (a), (b), (e) und (f) erhalten werden. 
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Die Zielverbindungen der allgemeinen Formel I mit Amidinstruktur sind aus 
den Cyanverbindungen in bekannter Weise erhaltlich, wobei in der Regal 
durch Addition von H2S an die Cyangruppe zunachst die Thioamide erhalten 
werden, die durch S-Methyiierung mit Methyliodid in die Thioimidoester und 
anschlielSend durch Behandlung mit Ammoniumacetat in alkoholischer 
Losung in die Amidinoverbindungen iiberfiihrt werden. AuSerdem konnen 
gegebenenfalls aus den Cyanverbindungen mit Methanol oder Ethanol in 
Gegenwart von HCI-Gas und in bestimmten Fallen eines inerten Losungs- 
mittels die entsprechenden Imidoesterhydrochloride dargestellt werden, 
deren Umsetzung in alkoholischer Ammoniaklosung zu den Amidinover- 
bindungen fiihrt. 



Die erfindungsgemalSen Urokinaseinhibitoren konnen gegebenenfalls 
zusammen mit mindestens einem geeigneten pharmazeutischen Hilfs- oder 
Tragerstoff zur Herstellung von oral, subkutan oder intravenos verabreich- 
baren Arzneimittein zur Tumorbekampf ung oder in der Diagnostik verwendet 
werden. Ebenfalls mogfich ist die Verabreichung in Kombination mit anderen 
Wirkstoffen, z.B. anderen Urokinaseinhibitoren wie etwa Antikorpern 
oder/und Peptiden. 

Die Arzneimittel zur Tumorbekampfung bei Menschen und Tieren konnen 
topisch, oral, rektal oder parenteral, z.B. subkutan oder intravenos, in Form 
von Tabletten, Dragees, Kapsein, Pellets, Suppositorien, Losungen oder 
transdermalen Systemen, wie Pflastern, verabreicht werden. 

Besonders bevorzugt handelt es sich bei der Verbindung der Formel (I) um 
Na-(2,4,6-Triisopropyl-phenylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanin-4- 
ethoxycarbonyl-piperazid-hydrochlorid bzw. um das L-Entantiomere davon 
Oder um ein pharmazeutisch vertragliches Salz dieser Verbindungen, Diese 
Substanzen haben ein gutes Loslichkeitsverhalten. In Trispuffer (pH 7,3) 
sind sie bis zu einer Konzentration von 5x10'^ mol/l loslich. Durch Zusatz 
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von 5% Ethanoi steigt die Loslichkeit auf 2xl0*^mol/l und bei Zusatz von 
5% DMSO auf 10:^ mol/1. 

Die erfindungsgemaSen Verbindungen sind in der Lage, hocheffizient das 
Wachstum oder/und die Ausbreitung von malignen Tumoren zu.hemmen, 
z.B. die Tumorausbreitung beim Pankreaskarzinom, das Tunnorwachstum 
des Mammakarzinoms sowie die Metastasierung von Tumoren. Dabei 
konnen die uPA-lnhibitoren gegebenenfalls zusammen nnit anderen 
Antitumormitteln oder mit anderen Behandlungsarten, z.B. Bestrahiung oder 
chirurgischen Eingriffen, eingesetzt werden. Weiterhin sind die erfindungs- 
gemafSen Inhibitoren auch fur andere uPA-assoziierte Erkrankungen wirksam 
(z.B. bei der Verhinderung der Blasenbildung bei der Hauterkrankung 
Pemphigus vulgaris). 

ErfindungsgemaSe uPA Inhibitoren sind vorzugsweise dadurch gekenn- 
zeichnet, daS sie einen mindestens zweifach, vorzugsweise mindestens 5- 
fach und besonders bevorzugt mindestens 10-fach geringeren K-Wert fur 
uPA gegenuber tPA aufweisen. Weiterhin ist bemerkenswert, daB die 
erfindungsgemaBen Verbindungen die Blutgerinnung nur geringfugig 
beeinflussen, da sie fur eine effektive Hemmung von Thrombin und Faktor 
Xa zu hohe KpWerte-haben. 

Die erfindungsgemaSen Substanzen der Formel I konnen in Form von 
Konjugaten mit physiologisch wirksamen Substanzen eingesetzt werden, 
z.B. mit Radiomarkierungen oder mit zytotoxischen Mittein, z.B. Chemo- 
therapeutika wie cis-Platin oder 5-Fluor-Uracil, oder Peptiden. Weiterhin 
konnen die Substanzen auch in die Membran von Tragervesikein, z.B. 
Liposomen, eingebaut werden und somit ein Targeting von in den Tragerve- 
sikein eingeschlossenen Wirksubstanzen, z.B. zytotoxischen Mitteln wie 
etwa Doxorubicin ermogiichen. 
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Eine weitere Indikation fiir die Substanzen der allgemeinen Formel II: 



5 worin X einen beliebigen Rest, insbesondere einen organischen Rest 
darstellt, z.B, einen Rest wie fiir Verbindungen der Formel I definiert, aber 
auch einen anderen Rest, z.B. eine physiologisch wirksame Substanz wie 
etwa ein zytotoxisches Mittel, ein Peptid oder eine Radfomarkierung, ein 
Lipid Oder ein Kohlenhydrat bedeutet, und R^ eine Gruppe wie zuvor 

10 definiert bedeutet, insbesondere einen 2,4,6-dreifach substituierten 
Phenylrest, z.B, 2,4,6-Triisopropylphenyl, ist das Targeting von Lymphzel- 
len, welches aufgrund ihrer um den Faktor 10 bis 20 hoheren Affinitat fiir 
Lynnphknotengewebe gegenuber anderen Gewebetypen moglich wird. 
Vorzugsweise ist R^ uber eine Sulfonylgruppe -SO2- rnit dem Rest X 

15 verbunden. Somit eignen sich diese Substanzen hervorragend als Mittel zur 
Diagnostik oder zur Behandlung von Erkrankungen des Lymphgewebes, ins- 
besondere malignen Erkrankungen wie etwa Tumormetastasen und 
Lynnphomen. Die Verabreichung der Substanzen kann wie zuvor bereits 
beschrieben erfolgen. Eine Behandlung von Erkrankungen des Lymphgewe- 

20 bes erfolgt vorzugsweise durch eine mehrtagige Verabreichung des 
Medikaments, z.B. uber einen Zeitraunn von 5 bis 20 Tagen, mit einer 
anschliefSenden Behandlungspause und gegebenenfalls ein oder mehr- 
maligem Wiederholen der Applikation. 

25 Die Erfindung soli an den folgenden Beispielen und Abbildungen naher 
eriautert werden. Es zeigen: 

Figur 1 das Ergebnis einer Zytotoxizitatsbestimmung einer erfindungs- 



genaaBen Substanz, 



30 



Figur 2 



das Ergebnis eines Versuchs zur Inhibierung des Abbaus einer 



Fibrinmatrix durch humane Mammakarzinomzellen, 
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Figuren 3 
und 4 



16 - 



die Wirkung einer erfindungsgemalSen Substanz auf die 
Ausbreitung, das Wachstum und die Metastasierung von 
Mammakarzinomzellen in der Ratte, 



Figur 5 die Wirkung einer erfindungsgemaSen Substanz auf das 
Wachstums eine Pankreastumors in der Ratte und 

Figur 6 die Wirkung einer erfindungsgemaSen Substanz auf das 
Wachstum humaner Mamnnakarzinomzellen in Mausen. 



Beispiele 

1 . Na-2,4,6-Triisopropylphenylsulfonyl-{L)-3-amidino-phenylalanin-4- 
ethoxycarbonyl-piperazid-hydrochlorid 



1 . 1 Na-2,4,6-TrnsopropyIphenylsulfonyl-(L)-3-cyan-phenylalanin-methyle- 
ster 

5 g (L)-3-Cyanphenylalanin-methylester wurden in 100 ml Dioxan 
suspendiert, 4;45 ml N-Methylmorpholin (NMM) zugef ugt und 30 min 
geruhrt. Nach Zugabe von 5,97 g 2,4,6-TriisopropylbenzolsuIfo- 
chlorid in fester Form wurde 3 Tage geruhrt, danach ausgefallenes 
NMM-HCI abfiltriert, das Losungsmittel abdestilliert und das erhaltene 
Rohprodukt uber Kieselgel (KG) 60 (Chloroform) gereinigt. Ausbeute: 
8,34 g Sirup (90%). 

1 .2 Na-2,4,6-Triisopropylphenylsulfonyl-(L)-3-cyan-phenylalanin 

8,34 g der Verbindung 1.1 wurden in einer Mischung aus je 50 ml 
Essigsaure und 1 N Salzsaure 8 Std. unter RuckfluB erhitzt, nach dem 
Erkalten 2x mit Ethylacetat extrahiert, die vereinigten Ethylacetatio- 
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sungen uber MgS04 getrocknet und das Losungsmittel abdestilliert. 
Nach Reinigung uber KG 60 (Chloroform) warden 5,8 g eines festen 
Produktes erhalten (72%). 

1 .3 Na-2,4,6-TrlisopropylphenylsuIfGnyl-(L)-3-cyan-phenyIalanin-4- 
ethoxycarbonyi-piperazid 

5,7 g der Verbindung 1.2 warden in 100 ml Tetrahydrofaran (THF) 
gelost, auf 0°C abgekuhit, 2,22 g a-Hydroxybenzotriazol (HOBt), 
2,82 g Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) zugefugt and 30 min geruhrt. 
Nach Zugabe von 3,94 g 1-EthoxycarbonyNpiperazin in 30 ml THF 
wurde uber Nacht geruhrt, danach ausgefallenes Dicyclohexylurea 
(DCU) abfiltriert, das Losungsmittel abdestilliert und das erhaltene 
Rohprodukt uber KG 60 (Chloroform) gereinigt. Ausbeute: 7, 1 g eines 
amorphen Pulvers (96%). 

1 .4 Na-2,4,6-Trnsopropylphenylsulfonyl-{L)-3-amidjno-phenylalanin-4- 
ethoxycarbonyl-piperazid Hydrochiorid 

7,1 g der Verbindung 1 .3 wurden in 30 ml Pyridin gelost, 30 Tropfen 
Triethanolamin (TEA) zugefugt, 1 0 min ein kraftiger Schwefelwasser- 
stoffstrom eingeleitet und 2 Tage bei Raumtemperatur stehengelas- 
sen. AnschliefSend wurde das Losungsmittel abdestilliert, der 
Ruckstand in Ethylacetat gelost, die organische Phase mit 1 N 
Salzsaure und gesattigter Kochsalziosung gewaschen, iiber MgS04 
getrocknet und das Losungsmittel abdestilliert. 7,2 g des auf diese 
Weise erhaltenen Thioamids wurden in 250 ml Aceton gelost, die 
Losung mit 17 g Methyliodid versetzt und 2 Tage bei Raumtem- 
peratur unter Lichtschutz stehengelassen. Danach wurde das 
Losungsmittel abdestilliert, das Thioimidester-hydroiodid (8,5 g) in 50 
ml Methanol gelost, 1 ,9 g Ammoniumacetat zugefugt und der Ansatz 
4 Std. bei 60°C erwarmt. Das nach Abdestillieren des Losungsmittels 
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erhaltene Rohprodukt wurde uber Sephadex LH20 (Methanol) 
gereinigt. Das auf diese Weise erhaltene Amidin-hydroiodid wurde 
iiber lonenaustauscher (Amberlite IRA-420) in das Hydrochlorid 
ubergefuhrt. Ausbeute: 5,3 g eines amorphen Pulvers (69%). 

Na-2,4,6-TriisopropylphenyIsufonyl-(D,L)-3-amidmopenyl-alanyl- 
nipecotinsaure-benzylamid Hydrochlorid 

Na-2,4,6-Triisopropylphenylsuifonyl-{D,L)-3-cyan-phenylalanyl- 
nipecotinsaure-ethylester 

4,56 g Na-2,4,6-Triisopropylphenylsulfonyl-(D,L)-3-cyan-phenylalanin 
(aus {D,L)-3-Cyanphenylalanin-methylester-hydrochlorid und dem 
entsprechenden Sulfochlorid analog 1.1 und 1 .2 dargestellt), 1,5 g 
HOBt und 2,42 g DCC wurden in 50 ml DMF gelost, 1 Std. geruhrt 
und danach 2,36 g Nipecotinsaure-ethylester zugefugt. Nach Riihren 
uber Nacht wurde ausgefallenes DCU abfiltriert, das Losungsmittel 
abdestilliert, der Ruckstand in wenig Methanol gelost und zur 
Kristallisation stehengelassen. Der gebildete Niederschlag wurde 
abgesaugt, nnit Methanol gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 4,46 
g (75%). 

Na-2,4,6-Triisopropylphenylsufonyl-{D,L)-3-cyan-phenyIalanyl- 
nipecotinsaure 

4,4 g des vorher beschriebenen Ethylesters wurden in einer Mischung 
aus 35 ml Essigsaure und 25 ml 1 N HCI 2 Std. unter RuckflufS 
erhitzt. Nach Zugabe von 10 ml Wasser wurde zum Erkalten 
stehengelassen, wobei sich ein wachsartiges Produkt abschied. Nach 
AbgiefSen des Losungsmittels wurden 200 ml Wasser zugesetzt, 
langere Zeit kraftig geruhrt und die erhaltene teste Substanz 



# 
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10 



15 



20 



25 



abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 3,84 
g (92%). 

2.3 Ng-2,4,6-TriisopropylphenylsuIfonyl-(D,L)-3-cyan-phenylalanyl-nipeco- 
tinsaure-benzyiamid 

2,28 g der vorher beschriebenen Verbindung 0,6 g HOBt und 0,97 
g DCC wurden in 20 ml DMF gelost, 1 Std. geruhrt, anschlieBend 0,6 
g Benzylamin zugefugt und weiter fiber Nacht geruhrt. Nach 
Abfiltrieren des ausgefallenen DCU wurde das Losungsmittel 
abdestilliert, der Ruckstand in Methanol gelost und die Losung in 5- 
proz. Natriumhydrogencarbonatl6sung/Eis gegossen. Nach 1 Std. 
wurde der gebildete Niedefschlag abgesaugt, mit Wasser gewaschen 
und im Vakuum getrocknet. Ausbeute: 2,48 g (94%). 

2.4 Na-2,4,6-TrHsopropylphenyIsulfonyl-{D,L)-3-aniidino-phenyIalanyl- 
nipecotinsaure-benzylamid Hydrochlorid 

2,4 g der Verbindung 2.3 wurden in 30 ml Pyridin gelost, 30 Tropfen 
TEA zugefugt, in die Losung 10 min Schwefelwasserstoff eingeleitet 
und der Ansatz 2 Tage bei Raumtemperatur stehengelassen. 
AnschlieBend wurde das Losungsmittel abdestilliert, der Ruckstand 
in Ethylacetat aufgenommen und mit 1 N HCI ausgeschuttelt. Nach 
Waschen der organischen Phase mit gesattigter Kochsalzlosung und 
Trocknen uber Natriumsulfat wurde das Losungsmittel abdestilliert. 
2,38 g des auf diese Weise erhaltenen Thioamids wurden in 100 ml 
Aceton gelost, die Losung mit 6,5 g Methyliodid versetzt und 20 Std. 
bei Raumtemperatur unter Lichtschutz stehengelassen. Danach wurde 
das Losungsmittel abdestilliert, das Thioimidonester-hydroiodid in 50 
ml Methanol gelost, 0,5 g Ammoniumacetat zugegeben und der 
Ansatz 4 Std. bei 60°C im Wasserbad erwarmt. Das nach Ab- 
destillieren des Losungsmittels erhaltene Rohprodukt konnte uber KG 
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60 gereinigt werden. Die Elution erfolgte zunachst mit Chloroform, 
danach mit Chloroform/Methanol 9:1. Das so gereinigte Amidin- 
hydroiodid wurde uber lonenaustauscher (Amberlite IRA-420) in das 
Hydrochlorid ubergefuhrt. Ausbeute: 1 ,45 g eines amorphen Pulvers 
(56%). 



Die Charakterisierung der Verbindungen erfolgte massenspektrome- 
trisch, eine Reinheitsprufung erfolgte mittels DC und HPLC. 



3. In vitro Hemmung von Urokinase durch ausgewahlte Verbindungen 
der Formal I 



Konfiguration 




R2 


n 


Ki, //mol/l 


L 


-N 


N-COOC2H5 


TIPP 


0 


0.41 


D,L 


-N 


N-COOC2H5 


TIPP 


0 


0,96 



Abkurzungen: TIPP - 2,4,6-Triisopropylphenyl 



Bestimmunq der Hemmwirkunq 

Zur Bestimmung der Inhibitoraktivitat wurden 200 p\ Tris-Puf fer (0,05 mol/l, 
den Inhibitor enthaltend, 0,154 mol/l NaCI, 5% Ethanol pH 8,0), 25 //I 
Substrat (Pefachrome UK oder Bz-RAla-Gly-Arg-pNA in HjO; Pentapharm 
Ltd., Basel, Schweiz) und 50^/1 sc-Urokinase (Ribosepharm GmbH, Haan, 
Deutschland) bei 25**C inkubiert. Nach 3 min wurde die Reaktion durch 
Zugabe von 25 /y| Essigsaure (50%) unterbrochen und die Absorption bei 
405 nm mittels Microplate Reader (MR 5000, Dynatech, Denkendorf, 
Deutschland) bestimmt. Die K-Werte wurden nach Dixon durch lineare 
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Regression mittels eines Computerprogramms ermittelt. Die K-Werte sind 
das Mittel aus mindestens 3 Bestimmungen, die Standardabweichung lag 
unter 25%. 

4. In vitro Hemmung verschiedener Serinproteasen vom Trypsin-Typ 
durch (Na-(2,4,6-TriisopropyI-phenylsuIfonyI)-{L)-3-amidino-phenylala- 
nin-4-ethoxycarbonyI-piperazid (uPA-lnhibitor) und Na-2-NaphthyI- 
suIfonyl-S-amidinophenylalanin-N'-methylpiperazid (Napththylsulfonyl- 
Derivat) als Vergleich 





Ki U/nnol/l] 


Enzym 


uPA-lnh. 


Naphthylsul- 
fonyl-Der. 


Urokinase 


0,41 


150 


Plasmin 


0,39 


55 


Sc-tPA 


4,9 


430 


Thrombin 


0,49 


0,036 


Faktor Xa 


1.7 


30 


Faktor Xlla 


13 


> 1000 


Plasma-Kalfikrein 


7.2 


85 


Glandular-Kallikretn 


> 1000 


> 1000 


Trypsin 


0,037 


1,3 


Tryptase 


6,3 


33 



Die Bestimmung der Hemnnwirkung fur die verwendeten Enzyme erfolgte 
nach dem in Beispiel 3 beschriebenen Prinzip. 

Aus den oben angegebenen Werten ist ersichtlich, daB der erfindungs- 
gemade Urokinasehemmstoff uPA-lnhibitor uberraschenderweise einen um 
nnehr als den Faktor 10 kleineren K-Wert fur Urokinase als fur Einzelketten 
tPA (Sc-tPA) aufweist. Somit eignen sich die erfindungsgemaBen Sub- 
stanzen als selektive Urokinaseinhibitoren. Zum Vergleich ist die Inhibitor- 
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aktivitat des Naphthylsulfonyl-Derivats angefuhrt, das eine signifikant 
geringere in vitro Anti-uPA-Aktivitat aufweist. 

5. Bestimmung der Zytotoxizitat 

Fur die Bestimmung der Zellproiiferation/Zytotoxizitat wurde ein kommerziell 
erhaltiicherTesteingesetzt (Promega), welcher auf der zellularen Umsetzung 
eines Tetrazoliumsalzes beruht. Das aus dieser Reaktion resultierende 
farbige Produkt kann mittels eines ELISA-Spektrometers (ICN-Flow) 
quantifiziert werden. Der synthetische Inhibitor {offene Kreise) hatte 
gegenuber dem Losungsmittel (geschlossene Kreise) alleine keinen EinfluS 
auf das Zellwachstum humaner Orvarialkarzinomzellen OV-MZ-6 (Figur 1). 
Somit ist der erfindungsgematSe uPA-lnhibitor in pharmakologisch wirksa- 
men Konzentrationen bis 40 /yM nicht zytotoxisch. 

6. Inhibierung des Abbaus emer Fibrin-Matrix durch humane Mammakar- 
zinomzellen 

Zur Untersuchung der Fahigkeit von Tumorzellen eine extrazellulare Matrix 
abzubauen, wurde ein Fibrinmatrixabbau-Test entwickelt und verwendet. Je 
groSer die proteolytische Aktivitat der Tumorzellen, um so hoher ist die 
Konzentration der Fibrinabbauprodukte im Matrixuberstand. Der Matrix- 
abbaukapazitat entspricht der Konzentration der Fibrinabbauprodukte, 
welche mittels ELISA (D-Dimer) ermittelt werden. 

Die Fibringele wurden in 24 Well Kulturpliatten aus 200 ml Fibrinogen 
{50 mg/ml) in PBS (pH 7,4) durch 50;yl Thrombin (10 U/ml) und 50 /yl CaClj 
{1 50 mM) pro Well nach Inkubation fur 30 min bei 37^C gebildet. 2x10^ 
Mammakrzinomzellen wurden auf diese Fibrinmatrix in 1 ml DMEM 
Kulturmedium, plus 10% fetalem Kalberserum und 2 >L^g Glu-Plasminogen 
ausgesat und 4 h lang inkubiert. Danach wurde der Uberstand zentrifugiert, 
um Zellen zu entfernen, und die Fibrinabbauprodukte mittels ELISA 
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quantifiziert. Die Zugabe des erfindungsgemalJen Inhibitors (A) in unter- 
schiedlichen Konzentrationen fuhrte zu einer signifikanten Inhibierung des 
Matrixabbaus durch Mammakarzinomzellen im Vergleich zu dem Naphthyl- 
Derivat (B), das keine Hemmung des Fibrinabbaus durch Mannmakarzinom- 
zellen zeigt (Figur 2). 

7. In vivo Test des uPA Inhibitors auf Tumorausbreitung, Tumorwachs- 
tum und Metastasierung in der Ratte 

A) Brustkrebs-Modell 

10-25 mm^ Rattenbrustkrebs-Tumorfragmente . BN-472 wurden 
subkutan orthotropisch unter die Fettpolster der Brustdruse in 6 bis 
7 Wochen alten, weiblichen Brown Norwegian Ratten transplantiert 
(Tag 0), Die Behandlung der Tiere wurde 24 h nach der Tunaorinoku- 
lation intraperitoneal begonnen. Jede Gruppe bestand aus 8 Tieren. 
Die Kontrollgruppe erhielt nur Injektionslosung {100 /yl einer 10% 
Ethanol/Saline (0,9% NaCI) Losung). Der Vergleichsgruppe des 
Naphthyl-Derivats (B) und der Therapiegruppe des erfindungs- 
gemafSen uPA-lnhibitors (A) wurden in der oben genannten Losung 
eine Dosis von 1 mg/kg Korpergewicht tagiich i.p. verabreicht. Die 
Behandlung wurde uber einen Zeitraum von 4 Wochen durchgefuhrt. 

Die Abmessungen der subkutanen Tumoren und die Gewichte der 
Tiere wurden wochentlich bestinamt. Am Ende der Behandlung 
wurden die Tiere getotet und Tumorgewichte, Organgewichte und die 
Anzahl von Metastasen in relevanten Geweben bestinnmt. 

Die Behandlung mit uPA-lnhibitor (A) fuhrte zu einer signifikanten 
Reduktion des Primartumorgewichtes sowie der axillaren Lynnphkno- 
ten (p = 0,003 bzw, p = 0,005) inn Vergleich mit dem Naphthyl-Derivat 
(B) und Kontrollgruppen ohne Inhibitor (Fig. 3 und 4). Die Gewichte 
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von Lunge, Leber, Niere und MHz bei den mit dem uPA-lnhibitor 
behandelten Tieren waren unverandert gegenuber den Kontrolltieren. 



B) Pankreaskarzinom-Modell 

5 

Fragmente des transplantierbaren und metastasierenden Pankreas- 
adenokarzinonns CA20948 der Ratte wurden aus Donortieren 
explantiert. Nach Zeltvereinzelung wurden gleiche Mengen an 
suspendierten Tumorzellen zusammen nnit 2 mg Matrigel jedem der 
10 Empfangertiere, mannlichen 10 Wochen alten Lewisratten (n = 9), 

subkutan implantiert. Die Durchfuhrung der Behandlung sowie 
Zusammensetzung der Therapiegruppen war identisch wie unter A). 

Wie aus Figur 5 ersichtlich ist, findet man beim erfindungsgemaSen 
15 uPA-lnhibitor (offene Kreise) gegenuber dem Naphthyl-Derivat (ge- 

schlossene Kreise) und der Kontrollgruppe (Dreiecke) eine signifikante 
Verringerung des Tumorgewichts und eine Verminderung des Wachs- 
tums bei den entstehenden Ratten-Pankreaskarzinom. 

20 C) Wiederholung der Versuche mit geanderter Applikationsart 

Die in den Abschnitten A und B beschriebenen Versuche wurden mit 
geanderter Applikationsart des Inhibitors wiederholt. Dabei wurde 
ohne Veranderung der taglichen Dosis der Inhibitor im Mammakarzi- 
25 nom-Modell subkutan (n = 9) und im Pankreasadeonkarzinom-Modell 

intraperitonial (n = 8) appliziert. Die Ergebnisse dieser Wiederholungs- 
versuche entsprachen in Tendenz und Umfang den bereits dargestell- 
ten Ergebnissen. 



30 
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D) 



Zusammenfassung der Ergebnisse 



In alien Versuchen wurde durch Behandlung mit dem Inhibitor eine 
erhebliche Reduktion der TumorgroBe bzw. des Tunnorgewichts und 
der Anzahl bzw. der Masse von Tochtergeschwulsten inn Vergleich 
2u den Kontrollgruppen erreicht. Im Mammatumor-Modell waren in 
der Inhibitor-behandelten Gruppe, die mittleren Tumorgewichte ana 
Ende der Behandlung auf 23% (i.p.) bzw. 37% (auf s.c.) inn Vergleich 
2u der mit Vehikel behandelten Kontrolle reduziert. Die Anzahl der 
Lungenfoci in Inhibitor-behandelten Gruppen waren auf 9% (i.p.) 
bzw. 32% (s.c.) und die mittleren Gewichte der axillaren Lymphkno- 
ten auf 27% (i.p.) bzw. 48% (s.c.) reduziert. 

Im Pankreastumor-Modell waren die Massen des tumorhaltigen 
Pankreas in den Inhibitor-behandelten Gruppen um 76% (i.p.) bzw. 
34% (s.c), die Massen der subkutanen Tumoren um 54% (i.p.) bzw. 
60% (s.c.) verglichen mit den jeweiligen Vehikel-behandelten 
Gruppen reduziert. Die Anzahl detektierter Leberfoci in Inhibitor- 
behandelten Gruppen war 29% (i.p.), bzw. 2% (s.c.) im Vergleich zu 
den Vehikel-behandelten Kontrollgruppen. 

Die Entwicklung der Korpergewichtszunahme und der Vergleich der 
Organgewichtezwischen Inhibitor-und Vehikel-behandelten Gruppen 
lieSen keine Hinweise fur eine etwaige erhebliche Toxizitat des 
Inhibitors unter den beschriebenen Bedingungen erkennen. 

8. Behandlung humaner Brustkrebszellen in der Nacktmaus 

Um die in vivo Effizienz des Inhibitors zur Hemmung des Tumorwachstums 
humaner Mammakarzinomzellen zu testen {MDA-BA-231 ), wurden 6x10^ 
Zellen subcutan in die rechte Flanke von Balb/c Nacktmausen (4-6 Wochen 
alt) injiziert. Die Tumorzellen wurden vor Inokulation mit dem synthetischen 




wo 00/04954 



PCT/EP99/05145 



- 26 - 



uPA-Inhibitor vorinkubiert. Nach 24 h wurden die Mause mit einer Dosis von 
1 ,2 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal wie unter A) beschrieben zweimal 
wochentlich behandelt. Die TumorgroSe wurde wochentlich durch Messung 
der zwei groBten Durchmesser bestinnmt. 

Wie aus Figur 6 ersichtlich ist, nimmt das Tumorvolunnen bei der Ver- 
abreichung des uPA-lnhibitors (offene Kreise) signifikant langsamer zu als 
in der Kontrollgruppe (geschlossene Kreise) wo Ethanol in Saline verabreicht 
wurde. 

9. Die Biodistribution des Inhibitors in der Ratte 

Die Biodistribution des Inhibitors wurde in zwei unabhangigen Versuchen in 
Gewebeaufschlussen von Ratten ermittelt, die 5 bzw. 10 Tage lang taglich 
einmal mit 1 mg/kg Inhibitor i-p. behandelt worden waren. Zum AufschluS 
wurden jeweils 100 mg Gewebe mechanisch zerkleinert und mit 200 jj\ 1 % 
Triton X-100 in physiologischer Kochsalzlosung vermischt. Nach Zugabe 
von 400 /y| Ethanol wurde der AufschlulS 1 min mit Ultraschall behandlet. 
Der Gewebeextrakt wurde 15 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Zur 
Vorreinigung wurde der Uberstand auf eine mit 1 ml Methanol und 1 ml 
Wasser equilibrierte CI 8-Silica Reversed Phase Vorsaule (Sep-Pak® cartridge 
CIS, 1 ml Waters, Eschborn, Deutschland) aufgetragen, hintereinander mit 
2 X 1 ml HjO, 1 ml 10% Methanol, 1 ml H^O, 1 ml 5% Acetonitrii, 0,04% 
Perchlorsaure und 1 m! HjO gewaschen und mit 500 pi 75 % Acetonitril, 
0,04% Perchlorsaure eluiert. Die HPLC-Analytik wurde auf einer Reversed 
Phase CIS Silica Saule mit einem 5-55%igen Acetonitril Gradienten mit 
0,04% Perchlorsaure durchgefuhrt. 

Die Konzentrationen des Inhibitors in den jeweils untersuchten Gewebety- 
pen Ifjg/g) sowie in Blutplasma und Galie (/yg/ml) und zum Vergleich eines 
entsprechenden Naphthylsulf onylderivats sind in der nachf olgenden Tabelle 
dargestellt. 
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Tabelle 

Verteilungsprofil einer erfindungsgemaBen Substanz in verschiedenen 
Geweben bzw. Blutplasma und Galle im Vergleich zu einem Naphthylsulfo- 
nyl-Derivat (Na-2-Naphthylsulfonyl-3-amidinophenylalanin-4-ethoxycarbonyl- 
piperazid) 





Gehalt ijjg/g) 


Gewebe 


uPA-lnhibitor 
Img/kg i.p. 
5 Tage 


uPA-lnhibitor 
1 mg/kg i.p. 
10 Tage 


Naphthylsulfonyl- 

Drivat 
1 mg/kg i.p., 5 
Tage 


Milz 


2,02 


2,48 


0,089 


Leber 


2,85 


2,08 


0,12 




2,67 


2,48 


0,085 


Muskel 


0,74 


< 0,5 


0,008 


Fett 
Niere 


0,82 


1,0 


< 0.005 


Herz 


<0,5 


1,09 


0,59 


Lunge 


3,70 


1,81 


0,020 


Gehirn 


<0,5 


<0,5 




Lymphknoten 
Trachea 


7,45 


16,38 


0,12 


Lymphknoten 
Achsel 


1,97 


2,74 


< 0,005 


Lymphknoten 
Knie 


7,83 


3,8 


< 0,005 




Gehalt (//g/ml) 


Plasma 


0,008 


0,035 


0,004 


Galle 


1.96 


1.75 


0,097 



In den meisten untersuchten Gewebetypen lag nach 5 bis 10 Tagen der 
Inhibitor in einer GroSenordnung von 1 bis 3 jjg/g vor. Die Plasmakonzen- 
trationen des Inhibitors lagen 24 h nach der jeweils letzten i.p. Applikation 
jeweils ein bis zwei Grolienordnungen unter den nnittleren Gewebekonzen- 
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trationen. Daraus kann auf eine hohe Affinitat fur Gewebe und eine niedrige 
PlasmaeiweiSbindung geschlossen werden. Die Konzentrationen des im 
Vergleich iiber 5 Tage applizierten Naphthylsulfonyl-Derivats waren in den 
verschiedenen Geweben 20-30 fach geringer. 

Der Inhibitor zeigt eine auffallende Anreicherung in den Lymphknoten. In 
den unabhangigen Versuchen wurden in trachealen Lymphknoten nach 5- 
tagiger Applikation Konzentrationen 5,3 bzw. 7,5 //g/g, nach 10 tagiger 
Applikation 21,6 bzw. 1 6,4/yg/g gemessen. Da Tumorzellen sich regelmaSig 
uber lynnphatische Bahnen disseminieren, ist die spezifische Anreichisrung 
des Inhibitors in den LymphgefaSen von Bedeutung und Vorteil fur dessen 
Einsatz als anti-metastatisches Therapeutikum. 
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Anspruche 



1. 



Verwendung von Verbindungen der Formel I 




NH 



NH2 



I 



CH2 - CH 



CO 



NH 



(io 



CH 



NH)n - SO2 



die als Racemate sowie als D- Oder L-konfigurierte Verbindungen 
vorliegen und in denen 

R1 (a) OH Oder OR"* ist, wobei R^ ein gegebenenfalls sub- 
stituiertes, verzweigtes oder unverzweigtes C^-Cg-AIkyl, 
Cj-Cg-Cycloalkyl oder AralkyI ist, 

R^ 

(b) eine Gruppe der Fornnel -N darstellt, in welcher R^ 



und R® beliebige Reste sind, wobei insbesondere 

(i) R^ und R^ H sind, 

(ii) R^ H ist und R^ ein gegebenenfalls substituiertes 
verzweigtes oder unverzweigtes C^-Cg-Alkyl, 
AralkyI, oder Cg-Cg CycloalkyI ist, 

(ill) R^ und R® jeweils unabhangig ein gegebenenfalls 

substituiertes, unverzweigtes oder verzweigtes 

C^-C4 AlkyI sind oder 
(iv) R^ H ist und R^ -NHj oder eine insbesondere mit 

Aryl Oder Heteroaryl substituierte Aminogruppe 

ist. 
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(v) H Oder ein gegebenenfalls substituiertes, 

unverzweigtes oder verzweigtes C<^-C^ AlkyI ist 
Oder der Rest einer Aminosaure, eines Peptids 
Oder eines Polypeptids ist, 

(c) eine Gruppe der Formel 



10 - N 



COR^ 
\ 

CH - {CH^)^ 



CH2 - CH2 



darstellt, in welcher m die Zahl 1 oder 2 bezeichnet, und in 
welcher eine oder mehrere der Methylengruppen gegebenen- 
15 falls substituiert sind, wobei die Gruppe (c) racemisch oder D- 

bzw. L-konfiguriert ist, und R^ die Bedeutung von R^ in den 
Ziffern (a), (b) und (f) aufweist, 

(d) eine Gruppe der Formel 

20 

{CH2)p - CH - COR^ 

-< I 

^ (CH2), - CH2 



25 darstellt, in welcher p = r=1,p = 1 und r = 2 oder 

p = 2 und r = 1 sind und in welcher eine oder mehrere 
der Methylengruppen gegebenenfalls substitutiert sind, 
und R' die Bedeutung von R^ in Ziffer (a), (b) und (f) 
aufweist. 

30 

(e) eine Piperidylgruppe darstellt, die gegebenenfalls in 
einer der Stellungen 2, 3 und 4 substituiert ist. 
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wobei gegebenenfalls an die heterocycloaliphatischen 
Ringe der Formein (c), (d), (e) ein weiterer aromatischer 
Oder cycloaliphatischer Ring in 2,3 Oder 3,4 Stellung, 
bezogen auf das Heteroatom, ankondensiert ist, 

eine Gruppe der Formel 



-N N - R^ 

\ / 

darstellt, in welcher R® 

(i) einen gegebenenfalls substituierten Ci-Cg-Alkyl- 
Oder Arylrest, 

(ii) einen gesattigten oder ungesattigten, verzweig- 
ten Oder unverzweigten Ci-Cg-Alkoxyrest oder 

(iii) einen gegebenenfalls substituierten Phenoxy- 
bzw. Benzyioxycarbonylrest bedeutet, 

einen Acylrest der Formel -COX darstellt, wobei X 

(i) H, einen gegebenenfalls substituierten unver- 
zweigten Oder verzweigten Alkylrest, 

(ii) einen gegebenenfalls substituierten Aryl- oder 
Heteroarylrest, oder 

(iii) einen gegebenenfalls substituierten Cycloalkyirest 
bedeutet, 

einen Aralkylrest darstellt, in dem der aromatische Rest 
gegebenenfalls substituiert ist, 

einen Carbonsaureamidrest der Formel -CONR'R", einen 
Thiocarbonsaureamidrest -CSNR'R" oder einen Essig- 
saureamidrest -CHj-CONR'R" darstellt, wobei 
(i) R' und R" H sind. 
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(H) R' und R" jeweils unabhangig C^-C4-Alkyl sind, 

(iii) R' H ist und R" CrC4-Alkyl ist, 

(iv) R' H ist und R" Aryl ist, Oder 

(v) R' und R" mit denn Stickstoffatonn einen hetero- 
cycloaliphatischen Ring mit 5-7 Ringgliedern, der 
ein weiteres Heteroatom tragen kann, bilden, 

S02-Y-Rest darstellt, in dem Y 
ein gegebenenfalls substitutiertes Ci-Cg-Alkyl, 
ein gegebenenfalls substituiertes Aryl oder Hete- 
roaryl bzw. 0-Aryl oder 0-Heteroaryl, oder 
-NR'R" ist, wobei R' und R" jeweils unabhangig 
H Oder Ci-Ca-AlkyI bedeuten, 

einen cycloaliphatischen Ring mit 5 bis 8 C-Atomen 
darstellt, der gegebenenfalls substituiert ist, 

einen gegebenenfalls substituierten Heteroarylrest oder 
heterocycloaliphatischen Rest darstellt, 

einen funktionalisierten Alkylrest der Formel -{CH2)n-X 
darstellt, wobei die Alkylkette unverzweigt oder ver- 
zweigt ist, n = 1 bis 8 bedeutet und der funktionelle 
Rest X 

(i) eine Hydroxylgruppe darstellt, deren H-Atom 
gegebenenfalls durch eine C,-C4-Alkyl-, AralkyI-, 
z.B. Benzyl oder Phenylethyl, Aryl-, CrC4-Hy- 
droxyalkyl- oder Acylgruppe CO-Alkyl (C^-Cg), 
substituiert ist, 

(ii) ein Halogenatom bedeutet, 

(iii) eine tertiare Aminogruppe der Formel -N(Alk)2 
darstellt, wobei die Alkylgruppen 1 bis 3 C- 
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Atome besitzen und das Stickstoffatom gegebe- 
nenfalis einem heterocycloaliphatischen Ring mit 
5-7 Ringgliedern, der ein weiteres Heteroatom, S 
tragen kann, angehort. 



einen gegebenenfalls substituierten Phenylrest darstellt, 

R^ H Oder verzweigtes bzw. unverzweigtes CT-C4-Alkyl ist und n 
0 Oder 1 bedeutet. 

Oder von Salzen der Verbindungen zur Herstellung eines Mittels fur 
die Diagnostik, Therapie und Pravention von Urokinase- oder Urokina- 
serezeptor-assoziierten Krankheiten. 

2. Verwendung nach Anspruch ^, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS R^ eine Gruppe der Fornneln (b), (d) und (f) ist, R^ einen 2,4,6- 
Triisopropylphenyl-Rest darstellt, und n = 0 ist. 

3. Verwendung nach Anspruche 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Verbindung der Formel I Na-{2,4,6-Triisopropyl-phenylsulfo- 
nyl)-3-amidino-{D,L)-phenylalanin-4-ethoxycarbonyl-piperazid, das 
L-Enantiomer oder ein pharmazeutisch vertragliches Salz einer der 
Verbindungen ist. 

4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Verbindungen in Form von physiologisch vertraglichen 
Sauresalzen, insbesondere als Hydrochloride, vorliegen. 



wo 00/04954 




PCT/EP99/05145 



- 34 - 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4 zur Tumorbekamp- 
fung. 

6. Verwendung nach Anspruch 5 zur Bekannpfung von Mammakarzino- 
men, Pankreaskarzinomen und der Metastasenbildung, 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4 zur Bekampfung von 
Pemphigus vulgaris. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Verbindungen der Formel I als Konjugate mit weiteren 
pharmakologisch wirksamen Substanzen eingesetzt werden. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Verbindungen ais Konjugate mit Radiomarkierungen oder mit 
zytotoxischen Substanzen eingesetzt werden. 

10. Verwendung von Verbindungen der Formel II 
worin 

X einen beliebigen Rest darstellt und 

R^ einen gegebenenfalls substituierten Phenylrest darstellt, 

Oder von Salzen dieser Verbindungen zur Herstellung eines Mittels fur 

das Targeting von Lymphzellen. 

11. Verwendung nach Anspruch 10, worin R^ ein 2,4,6-dreifach 
substituierter Phenylrest, insbesondere 2,4,6-Triisopropyl ist. 

1 2. Verwendung nach Anspruch 10 oder 1 1 zur Diagnostik und Behand- 
lung von Erkrankungen des Lymphgewebes. 
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13. Verwendung nach einem der Anspruche 10 bis 12 zur Bekampfung 
von Lymphomen und der Metastasenbildung. 

1 4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 1 3 zur Herstellung von 
oral, topisch, rektal Oder parenteral verabreichbaren Arzneimitteln. 

15. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 14 in Form von 
Tabletten, Dragees, Kapsein, Pellets, Suppositorien, Losungen oder 
transdermalen Systemen, wie Pflastern. 

1 6. Verfahren zur Urokinasehemmung bei Lebewesen, insbesondere beim 
Menschen, durch Verabreichung einer wirksamen Menge mindestens 
eines Urokinaseinhibitors nach einem der Anspruche 1 bis 4. 

17- Verfahren zum Targeting des Lymphgewebes bei Lebewesen, ins- 
besondere beim Menschen, durch Verabreichung einer wirksamen 
Menge mindestens einer Verbindung nach einem der Anspruche 10 



bis 1 1 . 



18. 



Na-(2,4,6-Triisopropyl-phenylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanin-4- 
ethoxycarbonyl-piperazid, das L-Enantioner davon oder ein pharma- 
zeutisch vertragliches Salz einer der Verbindungen. 
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Zusammenfassung 

Die Erf indung betrifft die Verwendung von Derivaten des 3-Amidino-phenyl- 
alanins als Urokinase-lnhibitoren zur Behandlung von malignen Tumoren und 
der Metastasierung. 



vo 20. Juli 1999 



wo 00/04954 PCT/EP99/05145 

1/4 



Fig 1 




Konzentration (^M) 



wo 00/04954 PCT/EP99/0S145 

2/4 



Fig 2 
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Fig 
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Fig 5 




Wochen 



Fig 6 




Wochen 



VERTRAG UBER 




INTERNATIONALE ZUSAHENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
1 8061 P WO 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/05145 


Internationales ^me\^(iaAun\(Tag/Monat/Js&tr) 
20/07/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
20/07/1998 


Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
A61K31/495 


Anmelder 






WILEX BIOTECHNOLOGY GMBH et.al. 





1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 7 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70,16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT), 

Diese Aniagen umfassen insgesamt Blatter. 



Dieser Bericht enthalt Angaben zu foigenden Punkten: 

Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Ersteltung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 



1 




II 


□ 


III 

IV 




V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Datum der Einretchung des Antrags 
04/02/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
^ D-80298 Miinchen 

^ Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 eomu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter /^^^^^^^^ 
Herrera, S (| j) 

Tel. Nr. +49 89 2399 8464 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Oeckblatt) (Januar 1994) 



internahonaler vorlaufiger 
prufungsbericht 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/05 1 45 



I. Grundlage^des Berichts " ^ 

1 . Dieser Bericht wurde erstelft auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 bin vorgelegt warden, getten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthaiten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1 -28 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-18 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens iiber Neuheit, erflnderische Tatigkeit und gewerbllche Anwendbarkeit 

Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspmchte Erfindung als 

neu, auf erf inderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

Q die gesamte Internationale Anmeldung. 

H Anspruche Nr. 16. 

Begrundung: 
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iNTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/051 45 



is Die gesamte intemationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 16 beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine intemationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
{genaue Angaben): 

siehe Beiblatt 

□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen {machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, da6 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte {genaue Angaben): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschrelbung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein intemationaler Recherchenbericht erstellt. 



IV. Mangelnde Einheltlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

K weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordemis der Einheltlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordem. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordemis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regein 13.1, 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

S aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine intemationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
intemationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

□ alle Teile. 

H die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. 1-9,14-16,18 beziehen. 
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V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtiich der Neuheit, der erftnderischen Tatlgkelt und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unteriagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. FeststeNung 

Neuhert (N) Ja: Anspruche 1-9,14-16,18 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-9,14-16,18 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 18 

Nein: Anspruche 1-9,14-16 



2. Unteriagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt III 

Der Anspruch 16 bezieht sich auf einen Gegenstand, der nach Auffassung dieser 
Behorde unter die Regel 67.1 (iv) PCT fallt. Daher wird uber die gewerbliche 
Anwendbarkeit des Gegenstands dieses Anspruchs kein Gutachten erstellt (Artikel 
34(4) a) (i) PCT). 

Zu Punkt IV 

Die vorliegende internationale Anmeldung enthaltmehrere (Gruppen von) 
Erfindungen: 

1, Anspruche: 1-9,14-16,18 

VenA^endung von Verbindungen der Fornnel I zur Herstellung eines Mittels fur die 
Diagnostik, Therapie und Prevention von Urokinase-oder Urokinaserezeptor- 
assoziierten Krankheiten 

2. Anspruche: 10-13,18 

Verwendung von Verbindungen der Formel II ur Herstellung eines Mittels fur das 
Targeting von Lymphzellen. 

A) Formel II ist viel breiter als Formel I und eigentlich nur als Phenylrest 
definiert. 

Die Verbindungen des Formel II weisen die wesentliche strukturellen Merkmale 
des Formel I nicht auf. 

B) AuBerdem sind die beanspruchten Verwendungen nicht durch ein 
gemeinsames Konzepts verbunden (Targeting von Lymphzellen hat nichts mit 
Urokinase-assoziierten Krankheiten zu tun). 

Beide oben genannten Grtinde sind auch jede fur sich genommen genugend um 
die Einheitlichkeit zu verneinen (Regel 13(1) PCT). 
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Zu Punkt V 

1. Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 WO 96 05189 A 
D2 WO 92 08709 A 
D3 WO 94 18185 A 
D4 EPO 183 271 A 
D5 DE 30 35 086 A 
D6 WO 95 17885 A 

2. Die Verbindungen die in der vorliegende Anmeldung verwendet werden 
sind aus D1 bis D3 als Thrombin und/oder Trypsin Inhibitoren bekannt. 

Aus D4 und D5 geht hervor, daB Inhibitoren von Thrombin und/oder 
Trypsin sehr oft auch Urikinasinhibitoren sind. 

Es muss also als naheliegend betrachtet werden, daB die in der 
vorliegenden Anmeldung verwendeten Verbindungen auch Urokinase 
inhibieren. 

Aus D6 ist bekannt daB Tumoren und vor alien die Bildung von Metastasen 
mit Hilfe von Urokinasinhibitoren verhindert werden konnen. 

Der Gegenstand der vorliegende Anmeldung fehit daher die notwendige 
erfinderische Tatigkeit (Art 33 (3) PCT). 

3. Die beanspruchte Verbindung (Anspruch 18) ist im Vergleich mit dem 
Stand der Technik neu. Sehr ahnliche Verbindungen sind aber aus D1 
bekannt. mit dem gleichen Aktivitat. Die Verbindung kann daher nicht als 
erfinderisch angesehen werden (Art 33 (3) PCT). 

4. Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden 
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Anspruche 1-9 und 14-16 gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT- 
Vertragsstaaten keine einheithchen Kriterien, Die Patentierbarkeit kann 
auch von der Formulierung der Anspruche abhangen. Das EPA 
beispielsweise erkennt den Gegenstand von Anspruchen, die auf die 
medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, nicht als 
gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zugelassen 
werden, die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen medizinischen 
Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung zur 
Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische Anwendung 
gerichtet sind. 
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industrially applicable have not been examined in respect of: 

I I the entire international application. 

claims Nos. L6_ 



because: 



16 



the said international application, or the said claims Nos. ^ ^ ^ ^ , 

relate to the following subject maner which does not require an international preliminary examination {specify): 

See supplemental sheet. 
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by the description that no meaningful opinion could be termed. 

I I no international search report has been established for said claims Nos. . 



. are so inadequately supported 
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1 1 This Authority' found that the requirement of unity of invention is not complied w 

2. 1 1 not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 


ith and chose, according to Rule 68.1. 


3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 


1 1 complied with. 




DKl not complied with for the following reasons: 




See supplemental sheet. 
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Claim 16 concerns subject matter which, in the opinion of 
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applicability of the subject matter of this claim will be 
established (PCT Article 34 ( 4 ) (a ) ( i ) ) . 
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Use of compounds of formula I for producing an agent for 
the diagnosis, treatment and prevention of urokinase- or 
urokinase -receptor associated diseases; 

2. Claims 10 to 13 and 18 

Use of compounds of formula II to produce an agent for 
targeting lymph cells. 

A) Formula II is far broader than formula I and actually 
defined only as a phenyl group. 

The compounds of formula II do not have the essential 
structural features of formula I. 

3) Moreover, the claimed uses are not linked by a common 
concept (the targeting of lymph cells has nothing to do 
with urokinase-associated diseases) . 

Even taken alone, each of the above grounds is sufficien 
to deny unity of invention (PCT Rule 13,1). 
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3 n 


d/or trypsin 


inhibitors . 
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rokinase inhibitors. 
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3. The claimed compound (Claim 18) is novel over the 
prior art. However, very similar compounds having 
zhe same activity are known from Dl . Therefore the 
compound cannot be considered inventive (PCT Article 
33(3) ) . 

4 . The PCT Contracting States have no uniform criteria 
for assessing the industrial applicability of Claims 
1 to 9 and 14 to 16 in their present form. 
Patentability may also depend on the wording of the 
claims. The EPO does not, for example, recognize the 
industrial applicability of claims to the medical 
use of a compound; it does, however, allow claims to 
the first medical use of a known compound or to the 
use of such a compound to manufacture a drug for a 
new medical application. 
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Claim 16 concerns subject matter which, in the opinion of 
this authority, is covered by PCT Rule 67.1(iv). 
Therefore no expert opinion on the industrial 
applicability of the subject matter of this claim will be 
established (PCT Article 34 ( 4 ) ( a) ( i ) ) . 
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of (groups of) inventions: 

1. Claims 1 to 9, 14 to 16 and 18 

Use of compounds of formula I for producing an agent for 
the diagnosis, treatment and prevention of urokinase- or 
urokinase- receptor associated diseases ; 

2. Claims 10 to 13 and 18 

Use of compounds of formula II to produce an agent for 
targeting lymph cells. 

A) Formula II is far broader than formula I and actually 
defined only as a phenyl group. 

The compounds of formula II do not have the essential 
structural features of formula I. 

B) Moreover, the claimed uses are not linked by a common 
concept (the targeting of lymph cells has nothing to do 
with urokinase-associated diseases) . 

Even taken alone, each of the above grounds is sufficient 
to deny unity of invention (PCT Rule 13.1). 
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2. The compounds used in the present application are 
known from Dl to D3 as thrombin and/or trypsin 
inhibitors . 



D4 and D5 indicate that thrombin and/or trypsin 
inhibitors are very often also urokinase inhibitors . 

The fact that the compounds* used in the present 
application also inhibit urokinase must therefore be 
considered obvious . 
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the formation of 
use of urokinase 



fact , that tumours , 
metastases, can be 
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and above all 
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Therefore the subject matter of the present 
application lacks the necessary inventive step (PCT 
Article 33 (3) ) . 



3. The claimed compound (Claim 18) is novel over the 

prior art. However, very similar compounds having 
the same activity are known from Dl . Therefore the 
compound cannot be considered inventive (PCT Article 
33(3) ) . 



4 , The PCT Contracting States have no uniform criteria 
for assessing the industrial applicability of Claims 
1 to 9 and 14 to 16 in their present form. 
Patentability may also depend on the wording of the 
claims. The EPO does not, for example, recognize the 
industrial applicability of claims to the medical 
use of a compound; it does, however, allow claims to 
the first medical use of a known compound or to the 
use of such a compound to manufacture a drug for a 
new medical application. 
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